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PPP2CA  PP2A‐Cα     
PPP2CB  PP2A‐Cβ     
Scaffolding subunits (A)  TPD3  PP2A‐29B/PR65 
PPP2R1A  PP2A‐Aα     





PPP2R2A  Bα, B55α     
PPP2R2B  Bβ, B55β     
PPP2R2C  Bγ, B55γ     
PPP2R2D  Bδ, B55δ     
  B’’ family     
PPP2R3A  B’’α, PR72     
PPP2R3B  B’’β, PR70     
PPP2R3C  B’’γ, G5PR     
  B’/B56 family  RTS1  Widerborst (wdb), Well‐
rounded (wrd) 
PPP2R5A  B’α, B56α     
PPP2R5B  B’β, B56β     
PPP2R5C  B’γ, B56γ     
PPP2R5D  B’δ, B56δ     
PPP2R5E  B’ε, B56ε     
  B’’’/striatin family  FAR8  Connector of kinase to 
AP‐1 (cka) 
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Exp1  Exp2  Exp1  Exp2  PEP Exp1  PEP Exp2 
C  PPP2CA  9  9  51.1  50.2  5.445E‐120  3.417E‐215 
A  PPP2R1A  23  24  53  55.3  7.486E‐136  6.292E‐129 
   PPP2R1B  nf  9  nf  18  nf  1.4858E‐56 
B  PPP2R5C  5  5  12.1  12.3  2.2119E‐22  2.5336E‐16 
   PPP2R5D  10  9  25.6  25.1  1.4407E‐40  7.5847E‐30 
   PPP2R5E  nf  2  nf  5.6  nf  1.5233E‐13 
   PPP2R2A  10  12  33  41.5  2.6508E‐41  8.057E‐163 



























































Intensity ratio BOD1/CTRL  PEP value  % coverage  # of peptides 
TTF1  TTF2  FRT1  FRT2  PEP Exp1  PEP Exp2 Exp1  Exp2  Exp1  Exp2 
BOD1  4  BO 1.658793 BO BO 5.5E‐120  0 44.3 49.7 9 14
NDC80  4  BO BO BO BO 0.000508  8.59E‐06 1.9 3.3 1 2
SUPT16H  3  151.2845 nf 2.3258 1.1379 2.2E‐134  4.49E‐68 38.6 27.2 32 18
NCAPG  3  BO 1.11 2.4257 nf 1.5E‐50  2.86E‐59 15.2 12.4 12 10
RAE1  3  2.1589 nf BO 1.1654 9.29E‐05  1.45E‐25 7.9 33.2 2 8
XPO1  2  0.8927 nf 2.5343 nf 0  nf 51.1 nf 41 nf
CLASP2  2  BO 1.101859 nf nf 4.5E‐174  7.93E‐33 12.8 10.9 13 11
TOP2A  2  BO nf nf 1.1194 1.5E‐122  7.24E‐72 20.4 14.5 24 18
SMC3  2  BO 1.1008 nf nf 6.11E‐95  1.7E‐105 27.6 16 28 16





NUP107  2  0.8764 nf 1.7275 nf 2.28E‐72  nf 13.7 nf 9 nf
SMC4  2  BO 1.1061 nf nf 1.39E‐57  1.04E‐66 18.6 15.9 16 15
NUP85  2  1.2198 nf 2.1566 nf 3.25E‐54  nf 20.1 nf 9 nf
PLK1  2  0.8393 nf nf 1.1212 1.27E‐52  1.49E‐37 19.7 17.1 7 6
SSRP1  2  0.7078 nf 5.8974 nf 5.83E‐52  nf 25.2 nf 13 nf
SMC1A  2  BO 1.1052 nf nf 7.05E‐49  1.86E‐24 13.1 9.5 14 9
DNMT1  2  BO 1.1736 nf nf 8.14E‐38  2.18E‐27 9.1 9.6 11 12
CCDC99  2  nf BO 3.643217 nf 8.15E‐36  2.26E‐15 28.4 8.1 12 4
ZW10  2  1.7239 nf 2.6122 nf 8.53E‐27  nf 16.4 nf 7 nf
KNTC1  2  BO 1.1223 nf nf 1.79E‐23  6.88E‐08 3.2 2 5 3
DIAPH3  2  BO 1.1454 nf nf 4.03E‐23  1.64E‐10 9.8 5.1 8 4
STAG2  2  BO 1.2036 nf nf 3.04E‐21  1.03E‐33 9 10.2 8 9
PPP1R12A 2  BO BO nf nf 4.16E‐17  5.48E‐15 5 5 4 4
BUB1  2  BO nf nf 1.123843 8.96E‐14  1.67E‐15 5.4 8.6 5 7





CHD1  2  BO BO nf nf 1.23E‐09  1.08E‐09 2.3 3.1 2 5
DCTN2  2  nf nf 3.26745 BO 2.6E‐07  0.000203 7.9 3.4 3 1
BUB1B  2  BO 1.134961 nf nf 6.55E‐06  2.74E‐08 1.1 3.5 1 3
EP300  2  BO nf BO nf 0.001005  nf 0.7 nf 2 nf
MAD1L1  2  1.2599 nf BO nf 0.003225  nf 2.9 nf 2 nf
DVL2  2  0.913 nf 3.2216 nf 0.007684  nf 1.6 nf 1 nf
DYNC1H1  1  61.5682 nf nf nf 0  nf 43.1 nf 149 nf
TPR  1  60.3328 nf nf nf 2.6E‐230  nf 15.4 nf 26 nf
PPP2R1A  1  0.7708 nf nf nf 7.5E‐136  nf 53 nf 23 nf
PPP1CC  1  0.7823 nf nf nf 1E‐135  nf 40.7 nf 10 nf
RANBP2  1  BO nf nf nf 8.4E‐135  nf 13.3 nf 27 nf
NUP98  1  0.9465 nf nf nf 9.2E‐129  nf 12 nf 14 nf
MAPK1  1  1.8663 nf nf nf 1.1E‐120  nf 63.1 nf 16 nf
PARP1  1  6.8745 nf nf nf 7.1E‐120  nf 37.1 nf 22 nf





SEC13  1  1.0469 nf nf nf 7.7E‐101  nf 26.6 nf 5 nf
DDB1  1  24.7223 nf nf nf 1.63E‐96  nf 29.1 nf 27 nf
TRIP13  1  1.0025 nf nf nf 2.12E‐89  nf 50.2 nf 16 nf
CLASP1  1  BO nf nf nf 7.78E‐79  nf 13.9 nf 15 nf
ANAPC1  1  BO nf nf nf 5.67E‐58  nf 14.8 nf 18 nf
NUP133  1  BO nf nf nf 1.12E‐57  nf 16.4 nf 12 nf
NCAPD2  1  BO nf nf nf 9.78E‐50  nf 19.5 nf 18 nf
SMC2  1  1.9598 nf nf nf 2.15E‐41  nf 19.7 nf 19 nf
PPP2R5D  1  nf nf 2.066 nf 1.44E‐40  nf 25.6 nf 10 nf
MAPRE1  1  nf nf BO nf 7.21E‐31  nf 17.5 nf 3 nf
DYNC1LI1  1  nf nf BO nf 1.8E‐23  nf 8.2 nf 3 nf
PPP2R5C  1  nf nf 5.1241 nf 2.21E‐22  nf 12.1 nf 5 nf
NCAPD3  1  BO nf nf nf 9.43E‐18  nf 3.9 nf 4 nf
SEH1L  1  2.3906 nf nf nf 1.48E‐14  nf 10.9 nf 4 nf





CDC16  1  1.700299 nf nf nf 3.18E‐09  nf 6.3 nf 2 nf
ZWINT  1  1.8552 nf nf nf 4.75E‐09  nf 13 nf 3 nf
NUP43  1  1.5758 nf nf nf 6.97E‐08  nf 16.1 nf 4 nf
CENPF  1  BO nf nf nf 7.55E‐07  nf 1.4 nf 4 nf
SIN3A  1  BO nf nf nf 2.95E‐06  nf 4 nf 3 nf
CASC5  1  BO nf nf nf 3.58E‐06  nf 1.5 nf 2 nf
ZWILCH  1  nf nf 4.0771 nf 1.08E‐05  nf 4.9 nf 2 nf
NUDCD3  1  nf BO nf nf 9.61E‐05  nf 8.6 nf 2 nf
SPAG5  1  BO nf nf nf 0.000233  nf 1.5 nf 1 nf
TP53BP1  1  BO nf nf nf 0.001328  nf 0.8 nf 1 nf
RACGAP1  1  nf BO nf nf nf  1.42E‐54 nf 2.5 nf 1
SPC24  1  nf nf nf BO nf  2.91E‐31 nf 21.8 nf 2
MAPK3  1  nf nf nf BO nf  4.03E‐21 nf 31.4 nf 8
PPP2R5E  1  nf nf nf BO nf  1.52E‐13 nf 5.6 nf 2





AURKB  1  nf nf nf BO nf  2.27E‐05 nf 7.3 nf 2
SPC25  1  nf nf nf BO nf  0.00609 nf 9.8 nf 1
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FIGURE	5.	3	BOD1INTERACTS	DIRECTLY	WITH	THE	NDC80	COMPLEX	
 (A) Schematic drawing of the Ndc80 complex, a heterotetramere consisting of the Hec1, Nuf2, Spc24, 
and Spc25 subunits. Arrows indicate regions in the Hec1 protein that contribute to Ndc80‐microtubule 
interactions.  
(B) Co‐immunoprecipitation using Bod1‐GST or GST as a bait with mitotic HeLa cell extracts. Antibodies 
against different Ndc80 components were used.  
(C) Schematic drawing of the recombinant Ndc80Bonsai, a miniature form of the Ndc80 complex lacking 
large parts of the coiled coil regions of the four proteins but retaining the interaction surfaces with 
microtubules and the kinetochore. This construct was used for in vitro interaction studies between Bod1 
and Ndc80.  
(D) Coomassie gel illustrating the purification of Ndc80Bonsai from BL21 cells. Cell lysates before and after 
the addition of IPTG to induce protein expression are shown, as well as the purified protein. 
(E) Image of the immunoblot analysing the pull down of recombinant Ndc80Bonsai with Bod1‐MBP or MBP 
control, taken with an Odyssey CLx infrared imaging system. Anti‐GST and anti‐MBP antibodies were 
used. 
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kinetochore‐microtubule interface. The globular regions of the microtubule proximal end of 
the complex, represented by Hec1 and Nuf2, fold into calponin homology domains. Spc24 and 
Scp25 on the other side of the complex facing the centromere adopt a RWD domain 
conformation (Petrovic et al., 2014). 
To further confirm that Bod1 interacts with Hec1 I used a different experimental strategy and 
immobilised Bod1‐GST as a bait to purify Hec1 from mitotic HeLa cell extracts (Figure 5. 3 B). 
Bod1‐GST, but not GST alone, could co‐precipitate components of the Ndc80 complex. Hec1, 
Nuf2 and Spc24 were probed. Together with the mass spectrometry results, this suggested 
that Bod1 interacts with the Ndc80 complex in mitotic HeLa cells. 
Subsequently, the interaction was replicated in vitro using recombinant Bod1‐MBP and 
recombinant Ndc80Bonsai (a kind gift from Jennifer DeLuca). Ndc80Bonsai is a truncated form of 
the Ndc80 complex in which large parts of the coiled‐coil regions of all proteins, including the 
Ndc80 loop region, have been sacrificed to improve protein stability (Ciferri et al., 2008). The 
globular regions as well as Hec1’s N‐terminal tail on the other hand are fully retained (Figure 5. 
3 C), conserving the most important interaction domains with microtubules on one side (Ciferri 
et al., 2008) and the centromere on the other (Malvezzi et al., 2013; Petrovic et al., 2014). The 
complex is expressed from a dual‐expression vector containing a fusion of Hec1‐Spc25 as well 
as GST‐Nuf2‐Spc24 and the two fusion proteins can be co‐expressed and co‐purified from BL21 
cells (Figure 5. 3 D). For the interaction experiment, Ndc80Bonsai was immobilised on sepharose 
beads using the GST‐Tag on Nuf2‐Spc24. The Ndc80 beads were then incubated with purified 
Bod1‐MBP (Figure 5. 3 E). Bod1‐MBP, but not MBP alone was strongly enriched on the Ndc80‐
covered beads suggesting that Bod1 can directly interact with the Ndc80 complex. 
For its interaction with PP2A‐B56 in vitro, the phosphomimetic T95E mutation is indispensable 
for Bod1 binding, as described in Chapter III. In contrast, Ndc80Bonsai bound very consistently to 
wild type Bod1‐MBP, indicating that phosphorylation of Bod1 at T95 is not necessary for its 
interaction with Ndc80. 
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Bod1	preferably	binds	to	the	microtubule‐binding	Hec1‐Nuf2	dimer	
To narrow down Bod1 binding partners within the Ndc80 complex, the in vitro experiment was 
repeated comparing the binding efficiency to the Bonsai complex with Bod1 binding to 
recombinantly expressed dimers of Hec1/Nuf2, the microtubule‐facing dimer of the Ndc80 
complex, or Spc24/Spc25, which constitutes the centromere‐facing part of the Ndc80 complex. 
For this experiment, GST‐Nuf2 and Hec1 or GST‐Spc24 and Spc25 were co‐purified from BL21 
cells in a similar manner to the Bonsai recombinant dimer. They were then immobilised on 
sepharose beads and incubated with Bod1‐MBP for binding as before. The pull downs were 
quantified using the Odyssey CLx infrared imaging system with antibodies against the MBP‐ 
and GST‐tags of the purified proteins (Figure 5. 4). Bod1 was found to bind very well to 
Ndc80Bonsai and the Hec1/Nuf2 dimer (Figure 5. 4 A and B). Binding to the Spc24/Spc25 dimer 
was also observed, but seemed to be less consistent under the same experimental conditions 
(Figure 5. 4 C). These differences were illustrated by the results of image quantification. Both 
Ndc80Bonsai and Hec1/Nuf2 pulled out Bod1‐MBP very efficiently, resulting in Bod1‐MBP 
intensities significantly above the MBP background. However, although some binding was 
observed in the Spc24/Spc25 experiments as well, the Bod1‐MBP signal did not exceeded the 
intensity of MBP background staining (Figure 5. 4 D). These results suggest that Bod1 
preferentially binds to the Hec1/Nuf2 dimer. 
Bod1‐depletion	reduces	Hec1	phosphorylation	on	Ser55	at	the	kinetochore	
Preferential binding of Bod1 to the microtubule binding region of Ndc80 was especially 
compelling as microtubule binding affinity of the N‐terminal tail of Hec1 is highly dependent on 
its phosphorylation status (Cheeseman et al., 2006; DeLuca et al., 2011; Guimaraes et al., 
2008): Hec1‐microtubule interactions are stabilised upon dephosphorylation of the N‐terminal 
tail and both PP1 and PP2A are discussed as candidate phosphatases (Caldas and DeLuca, 
2014; Funabiki and Wynne, 2013). Naturally, it was important to corroborate whether Bod1 
might have any influence on Hec1 phosphorylation. To test this, a phosphospecific Hec1  
Chapter V: Bod1 binds to Hec1 and regulates its phosphorylation at the kinetochore 
 
142 
 
 
FIGURE	5.	4	BOD1	PREFERENTIALLY	BINDS	THE	NUF2/HEC1	HETERODIMER	
Recombinant Ndc80Bonsai (A), recombinant Nuf2/Hec1 dimers (B) or recombinant Spc24/Spc25 dimers 
(C) were used to pull down Bod1‐MBP or MBP as a control and pull down efficiency was assessed by 
immunoblotting using anti‐GST and anti‐MBP antibodies in a quantitative Odyssey CLx infrared imaging 
system. 
(D) Quantification of the bands from (A)‐(C). Statistical test used was Student’s t‐test (Bonsai: n = 9, 
Nuf2/Hec1: n = 5, Spc24/25: n = 5). 
Chapter V: Bod1 binds to Hec1 and regulates its phosphorylation at the kinetochore 
 
143 
 
Chapter V: Bod1 binds to Hec1 and regulates its phosphorylation at the kinetochore 
 
144 
 
antibody for the N‐terminal Ser55 residue was used to detect Hec1 phosphorylation in control 
and Bod1‐depleted HeLa cells (Figure 5. 5). This site is reproducibly phosphorylated in mitotic 
cells as determined by phosphoproteomics of the mitotic spindle and analysis by phospho‐
specific antibody (DeLuca et al., 2011; Nousiainen et al., 2006). Strikingly, Hec1 
phosphorylation was strongly and significantly reduced upon Bod1 depletion (P<0.001). This 
was evident from the immunofluorescence images alone (Figure 5. 5 A) and confirmed by 
quantification of phospho‐Hec1(S55) fluorescence at the kinetochore (Figure 5. 5 B). The 
difference in S55 phosphorylation between control prometaphase cells and metaphase cells 
was not significant (P=0.228). This was unexpected, because phosphorylation of this residue 
had been previously shown to substantially decrease in metaphase in different cell lines 
(DeLuca et al., 2011). This raised concerns that the commercially sourced phospho‐antibody 
(GTX70017, GeneTex) was not specific for the residue. However, according to the 
manufacturer, the specificity of the antibody had been thoroughly confirmed by using mutant 
expression in mammalian cells and siRNA knockdown experiments, and this behaviour of the 
antibody has been reported previously in HeLa cells (Hafner et al., 2014). Furthermore, the 
phospo‐antibody did not detect any kinetochore signal in Hec1‐depleted HeLa cells, confirming 
Hec1‐specificity of the antibody (Figure 5. 5 C). Potential reasons for the differences in 
observation will therefore be outlined in the discussion. Interestingly, Bod1‐depletion also led 
to a slight reduction of total Hec1 immunofluorescence at the kinetochores (P<0.001). The loss 
of intensity was not as marked as the loss of phospho‐Hec1: while the kinetochore intensity of 
pHec1 was reduced by over 70% in Bod1‐depleted cells compared to metaphase control cells, 
there was just a 20% change in Hec1. This mild loss of Hec1 should not affect its function at the 
kinetochore, because stable kinetochore‐microtubule attachments are still formed in Bod1‐
depleted cells (Porter et al., 2007) and chromosome congression is unperturbed in human cells 
with >30% of wild‐type Hec1 levels (Caldas and DeLuca, 2014). 
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FIGURE	5.	5	BOD1	DEPLETION	CAUSES	HYPOPHOSPHORYLATION	OF	HEC1	AT	THE	KINETOCHORE	
(A) Cells were treated with Bod1 or control siRNA and processed for immunofluorescence using Hec1 
(93G) or pHec1(S55) antibodies (green) as well as markers for the mitotic spindle (red) and centromere 
(blue). Scale bars are 5µm. One single z‐section is shown.  
(B) Quantification of fluorescence intensity at the kinetochore. Statistical test used was Mann‐Whitney 
U‐test.  
(C) Immunofluorescence images and quantification for pHec1(S55) fluorescence at the kinetochore in 
control and Hec1‐depleted cells. Scale bars are 5µm, images are maximum intensity projections of the 
full z‐stack imaged (8µm). Statistical test performed was Mann‐Whitney U‐test. 
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Hec1	is	required	for	proper	Bod1	localisation	
In all experimental approaches taken, Bod1 readily interacted with the Ndc80 complex making 
it an ideal candidate for a Bod1 kinetochore recruitment factor. To investigate whether Bod1 
localisation to the kinetochore was dependent on Hec1, Hec1 was depleted from HeLa cells 
and localisation of Bod1 was confirmed using the antibodies described in the previous chapter 
(Figure 5. 6).  Hec1 siRNA treatment resulted in a 72% reduction of Hec1 kinetochore staining 
corresponding to a highly significant loss of fluorescence. Both Bod1 and pBod1 kinetochore 
staining were significantly reduced upon Hec1 depletion, losing 74% (Bod1) and 62% (pBod1) 
of the original intensity. Several other kinetochore proteins were probed as controls. Nuf2, the 
direct binding partner of Hec1 in the Ndc80 complex (Ciferri et al., 2005; Hori et al., 2003), was 
lost concomitantly with loss of Hec1, showing a 73% loss of intensity, similar to the loss of 
Hec1 intensity. Interestingly, Dsn1, a component of the Mis12 complex that constitutes a 
binding platform for the Ndc80 complex at the kinetochore (Malvezzi et al., 2013) was also 
highly significantly reduced to about 16% of its original intensity. Knl1 on the other hand, 
which together with Mis12 and Ndc80 forms the KMN network at the outer kinetochore 
(Cheeseman et al., 2006), was only mildly affected by Hec1 depletion with a reduction of 
fluorescence at the kinetochore of 28%. Like Knl1, the inner kinetochore protein CENPU was 
still clearly visible at the kinetochore in Hec1 siRNA treated cells (Figure 5. 6 A), dropping only 
by 24% in intensity. Importantly, quantification of B56α fluorescence intensity showed that 
loss of Hec1 ‐ and with it an important site of kinetochore‐microtubule attachment ‐ lead to an 
increase in PP2A‐B56 across the centromeric region to 116%. This is consistent with the results 
that were obtained for nocodazole‐treated cells where kinetochore‐microtubule attachment is 
absent (Foley et al., 2011). 
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FIGURE	5.	6	HEC1	IS	NECESSARY	FOR	BOD1	RECRUITMENT	TO	THE	KINETOCHORE	
HeLa cells were transfected with control siRNA (A) or Hec1 siRNA (B) and processed for 
immunofluorescence. Mitotic cells are shown that were stained with antibodies against various 
kinetochore proteins (green) as well as a spindle (red) and centromere marker (blue). Inserts show 
kinetochore pairs magnified from the white boxes. Scale bars are 1µm, one single z‐section per image.  
 (C) Quantification of fluorescence intensity at the kinetochore. Statistical test used was Mann‐Whitney 
U‐Test.  
(D) Bar graph showing the percent change of fluorescence intensity at the kinetochore in Hec1‐depleted 
cells as compared to control cells for all proteins tested. 
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Bod1	domain	analysis	of	Ndc80	binding	
To delineate possible Ndc80 binding motifs of Bod1, bioinformatics analysis of the full length 
protein was carried out. As mentioned before, Bod1 is a largely unstructured protein, but 
there are two domains of lower disorder probability (Figure 1. 8) that have a higher degree of 
helix propensity (Figure 5. 7 A). These sections of the primary sequence overlap with the only 
annotated domain feature of Bod1, the COMPASS homology domain. This domain is flanked by 
the highly disordered N‐ and C‐termini. The N‐terminus bears a glycine‐rich region (GRR), the 
C‐terminus a proline‐rich region (PRR). There are several sites of post translational 
modifications that have been identified in proteomic screens, including a phosphorylation site 
at S67 (Sara ten Have, personal communication) and two ubiquitinylation sites (Kim et al., 
2011; Wagner et al., 2011). T95 has been extensively studied as the phosphorylation site 
mediating Bod1’s interaction with PP2A‐B56 and there is some experimental evidence for the 
phosphorylation of S118 (Iain Porter, personal communication). Taking this information into 
account, two N‐terminal and two C‐terminal fragments of Bod1 were cloned‐ a longer and a 
shorter fragment each.  
Proline‐rich regions (PRRs) have previously been suggested as protein‐interaction motifs that 
mediate fast but reversible interactions (Williamson, 1994). To test, whether Bod1’s PRR might 
act as a Velcro‐like tethering arm for binding to Ndc80, the longer fragments were constructed 
to only miss the GRR and PRR in the N‐ and C‐terminus, respectively. Shorter fragments were 
also generated that each terminated before one of the two reported ubiquitinylation sites 
(Figure 5. 7 A).  
GFP‐tagged forms of all four fragments were expressed in HeLa cells and tested for their 
expression efficiency. Asynchronous HeLa cell extracts harvested 48h post transfection showed 
that all fragments were expressed although the short N‐terminal truncation was barely 
expressed as a full length protein, but most of it was degraded to GFP (Figure 5. 7 B). When 
transfection efficiency was determined at the same time‐point post transfection using flow 
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cytometry, it was revealed that a surprisingly low number of cells were transfected with the 
Bod1‐fragment lacking the N‐terminal GRR. All other fragments reached transfection 
efficiencies similar to wild type Bod1‐GFP (Figure 5. 7 C).  
When the siRNA resistant and GFP‐tagged forms of the Bod1 fragments were used in a siRNA 
recue experiment, the N‐terminal fragments and the short C‐terminal fragment all had a very 
poor capacity to rescue the biorientation defects. Only the long C‐terminal fragment rescued 
biorientation defects comparable to wild type Bod1‐GFP. It has to be noted however, that due 
to the low transfection efficiency there were only about half the number of mitotic cells 
available for counting in the dGRR samples.  
These fragments were also expressed recombinantly, tagged with MBP, for use in in vitro 
binding experiments with Ndc80Bonsai. These initial replicates showed that all constructs had 
the ability to bind to Ndc80Bonsai (Figure 5. 8 A and B, LiCor images). Quantification of the 
immunoblots showed that binding was relatively poor compared to wild type Bod1‐MBP in all 
cases, but statistical analysis can only be performed on this experiment after repeating it a 
third time. Meanwhile, it was noteworthy that there was a clear cut‐off for the size of break‐
down products that were able to bind Ndc80Bonsai for all Bod1 fragments. 
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FIGURE	5.	7	FRAGMENTS	AND	MUTATIONS	FOR	A	DOMAIN	ANALYSIS	OF	BOD1	
 (A) Secondary structure prediction and domain structure of Bod1 and Bod1 fragments. Grey arrows 
show increased helix propensity as predicted by CLC software on the basis of primary sequence. Grey 
bar covers COMPASS homology domain. Orange phospho‐residue was detected in a mass spectrometry 
experiment performed by Sara ten Have, red phospho‐residues were predicted based on consensus 
sequence of Cdk1 (T95) and Aurora (S118) kinases. Blue ubiquitinylation sites were published from mass 
spectrometry data mining on PhosphoSitePlus (www.phosphosite.org). GRR…glycine rich region, 
PRR…proline rich region.  
(B) Expression levels of the C‐ and N‐terminal fragments in a population of asynchronous, transiently 
transfected HeLa cells.  
(C) Transfection efficiency of the C‐ and N‐terminal fragments as seen by flow cytometry analysis (in 
collaboration with R. Clarke).  
(D) Ability of the N‐ and C‐terminal fragments to rescue the biorientation phenotype caused by Bod1 
depletion. (n = 3 experiments). 
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FIGURE	5.	8	PRELIMINARY	RESULTS	FOR	IN	VITRO	BINDING	STUDIES	OF	BOD1	C‐	AND	N‐
TERMINAL	FRAGMENTS	WITH	NDC80BONSAI	
(A) Li‐Cor image and quantification of the C‐terminal Bod1 fragments (dGRR and dUb1). n = 2 
experiments.  
(B) Li‐Cor image and quantification of the N‐terminal Bod1 fragments (dPRR and dUb2). n = 2 
experiments. 
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Discussion	
Bod1 was first described as a novel kinetochore protein (Porter et al., 2007), but information 
about its binding determinants remained elusive. Here, it is revealed that recruitment of Bod1 
to the kinetochore is mediated by direct interaction with the structural kinetochore 
component Hec1 and functionally feeds forward by affecting Hec1 phosphorylation in its 
microtubule binding region.  
Immunofluorescence staining with the Bod1 peptide antibodies described in the previous 
chapter showed Bod1 localisation at the outer kinetochore‐microtubule interface. In 
agreement with this, the mass spectrometry experiments described here demonstrated that 
kinetochore proteins detected in Bod1‐GFP immunoprecipitates from mitotic HeLa cells almost 
exclusively present at the outer kinetochore (Figure 5. 2 B). The exception here is Aurora B 
kinase which is tethered to the centromere via the CPC components survivin and borealin 
binding to histones H3 and H2A, respectively (reviewed in (Funabiki and Wynne, 2013)). 
Aurora B has a central role in error correction and is thought to target proteins at the outer 
kinetochore as far as 100nm away (Wan et al., 2009). This is twenty times the diameter of an 
Aurora B molecule (Elkins et al., 2012). Another pool of active Aurora B has recently been 
described at the outer kinetochore in early mitosis (DeLuca et al., 2011). This might provide an 
explanation for the interaction of Bod1 with Aurora B, but it also raises questions regarding the 
pertinence of the spatial separation model of Aurora B phosphorylation: If the kinase is 
present at the outer kinetochore, its outer kinetochore targets might not be removed entirely 
from its vicinity upon biorientation. The active Aurora B pool is, however, strongly reduced at 
metaphase, restricting its influence on kinetochore phosphorylation upon biorientation. 
Therefore, the possibility that Bod1 in fact associates with Aurora B at the outer kinetochore 
cannot be excluded. 
The most reproducible interaction detected in the mass spectrometry experiment was the 
interaction with Hec1. The strong interaction between Bod1 and Hec1 was surprising, as it had 
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not been detected in initial hydrodynamic experiments (Porter et al., 2007). These gel filtration 
and glycerol gradient experiments had been performed in nocodazole‐arrested HeLa cells 
which should have increased the probability of the interaction through lack of attachment 
(Figure 4. 7). However, it is worth discussing that only two Bod1‐containing fractions were 
detected in both experiments: the free cytoplasmic pool and a fraction co‐migrating with a 
large complex of ~490kD. This was underrepresenting the number of suggested Bod1 
complexes which include the kinetochore complex, a centrosomal complex (Porter et al., 2007) 
and a chromatin‐associated complex (van Nuland et al., 2013). Under the conditions used for 
the hydrodynamic analysis, the human kinetochores would have been expected to dissociate 
into subcomplexes, including the ~197kD Ndc80 complex and the ~120kD Mis12 complex 
(McClelland and McAinsh, 2009). Therefore it is unlikely that the ~490kD complex detected 
represents the kinetochore ‐ the Bod1 kinetochore fraction might not have been isolated 
under those particular experimental conditions at all. This conundrum will only be adequately 
solved if the 490kD Bod1 complex can be isolated and subjected to mass spectrometry.  
The mass spectrometry experiments of Bod1‐GFP IPs described in this chapter accurately 
reflected the information implicit in the immunofluorescence experiments with both GFP‐
tagged Bod1 and Bod1 antibodies. GFP‐tagged Bod1 localises to the outer kinetochore (Porter 
et al., 2007) and the Bod1 antibody signal recapitulates those results (Figure 5. 9). Accordingly, 
most of the Bod1 interacting kinetochore proteins detected have been described as part of the 
outer kinetochore (Figure 5. 2 B). 
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FIGURE	5.	9	LINE	PROFILE	OF	A	PAIR	OF	SISTER	KINETOCHORES	
Intensity profile of a pair of sister kinetochores (KCh1 and KCh2) stained for Hec1 (red) and Bod1 
(green). The line along which measurement has been taken is indicated in the immunofluorescence 
image on top. Scale bar in the top left corner is 1µm. 
 
In the in vitro binding experiments, Bod1 preferentially associated with the Hec1/Nuf2‐side of 
the Ndc80 complex, but some binding to Spc24/25 was also observed. This raises the question 
whether Bod1 might interact with a common structural motif that is present in both halves of 
the complex rather than a sequence motif. For example, even though large parts of the coiled 
coil regions were deleted, there is still a substantial portion of coiled coil present in Ndc80Bonsai 
(Figure 5. 10). To infer Bod1 binding propensity to coiled coil regions, binding to different 
coiled‐coil proteins, such as tropomyosin, condensin and cohesin subunits (White and Erickson, 
2009), or CENPE (Kim et al., 2008) could be tested in the Bod1 in vitro binding assay. Likewise, 
Bod1 might recognise the calponin homology domain in Hec1. This structural motif is also 
present in other proteins, for example the microtubule (+) end binding protein EB1 (Hayashi 
and Ikura, 2003), which could be tested in the binding assay.  
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FIGURE	5.	10	CRYSTAL	STRUCTURE	OF	NDC80BONSAI	
Crystal structure (PDB 2VE7) of Ncd80Bonsai showing the globular lateral regions and the medial coiled 
coil region of the dimer. The crystal structure was solved in (Ciferri et al., 2008). 
 
The most informative experiment, however, would be to express Hec1 and Nuf2 alone and test 
them for Bod1 binding. Considering the negative results obtained for single PP2A subunits 
binding to Bod1, one should be aware of the possibility that Bod1 binding might require the 
native fold obtained in the Hec1‐Nuf2 dimer. However, if one or both of the proteins by 
themselves retain the ability to bind to Bod1, the Bod1 binding domain could be isolated using 
protein fragments as described in this chapter for Bod1. Alternatively, protein‐protein 
interactions at the kinetochore on linear epitopes have successfully been identified using 
peptide arrays that cover one protein from the complex of interest with partly overlapping 20‐
mer peptides derived from its primary sequence and then incubating these arrays with the 
purified binding partner (Kruse et al., 2013). 
Bod1 interaction with Hec1 seems to have functional implications for both proteins: Bod1 
relies on Hec1 for kinetochore localisation, Hec1 in turn depends on Bod1 for its proper 
phosphorylation at the N‐terminal S55. This is particularly significant as S55 conforms to the 
suggested Aurora B consensus motif [R/K]x[T/S][I/L/V] (where x can be any amino 
acid)(Cheeseman et al., 2002) and is phosphorylated by Aurora B in vitro (Ciferri et al., 2008; 
DeLuca et al., 2006), which makes it an excellent candidate for playing a role in the tension‐
sensing machinery described earlier. It now needs to be demonstrated that loss of Hec1 Ser55 
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phosphorylation in Bod1‐depleted cells is a consequence of PP2A‐B56 hyperactivity. If co‐
depletion of PP2A‐B56 with Bod1 rescues the phosphorylation, there would be strong 
evidence that the dephosphorylation event is PP2A‐dependent. It then remains to be 
determined whether Hec1 dephosphorylation is catalysed directly by PP2A. This could be 
tested by using a Hec1 peptide containing S55 in the Malachite green phosphatase assay. It 
could then easily be determined whether this dephosphorylation event is inhibited by 
Bod1(T95E). 
Apart from S55, there are eight other phosphorylation sites in the Hec1 N‐terminus that 
contribute to biorientation. Close monitoring of an unphosphorylatable 9A mutant of Hec1 in 
metaphase cells revealed that the absence of all phospho‐residues at the N‐terminal tail 
strongly reduced the oscillations of chromosomes on the metaphase plate and lead to 
segregation defects (Zaytsev et al., 2014). The retention of one of those nine phosphorylation 
sites was sufficient to rescue this phenotype and this was independent of the exact residue 
within the N‐terminal tail. This shows that Hec1 phosphorylation is not completely lost in 
metaphase, but instead there seems to be stochastic dephosphorylation of some residues 
leading to a lower total number of phosphorylation sites in metaphase compared to prophase. 
This mechanism might partly explain the unexpectedly high phosphorylation of S55 in 
metaphase. This observation highlights the requirement for a more extensive characterisation 
of the phosphorylation profile of the Hec1 N‐terminus in Bod1‐depleted cells in order to draw 
conclusions regarding the microtubule binding properties of Hec1 upon Bod1 depletion.  
Furthermore, a detailed characterisation of Hec1 as Bod1’s receptor at the kinetochore calls 
for the identification of the interacting domains of both proteins. The Bod1 fragment binding 
experiments described at the end of this chapter were designed to start to address this. 
However, the conditions for these experiments probably need to be optimised as the 
fragments seem generally less stable than wild type Bod1. Especially the C‐terminal fragments 
are subject to extensive degradation in vivo: the long C‐terminal fragment dGRR displays very 
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low transfection efficiencies in HeLa cells and the short C‐terminal fragment dUb1 is largely 
degraded to a protein with the electrophoretic mobility of GFP (Figure 5. 7 C and B). When 
used in the in vitro studies, it was noticeable that all constructs displayed a minimum size cut‐
off for degradation products that were still able to interact with Ndc80Bonsai (Figure 5. 8). This 
suggests that although the short fragments are generally unstable and show reduced Hec1 
affinity, the critical binding site is probably not contained within the deleted regions. Hence, 
these experiments should be continued including a Bod1 fragment containing the disordered 
N‐ and C‐termini, but lacking parts of the middle region. T95 is missing from the short C‐
terminal fragment dUb2. This could mean that T95 is not crucial for the interaction with the 
Ndc80 complex. Without the proper statistical analysis from a third repeat of the experiment, 
this conclusion is, however, mere speculation. It nevertheless highlights the importance of 
including a construct that is missing this site, for example the T95A Bod1 mutant.  
It is further unclear whether Bod1 can bind to Hec1 and PP2A at the same time. The binding 
region of Bod1 and PP2A is mapped around T95 on Bod1 (Porter et al., 2013). Its binding 
surface with Hec1 on the other hand still needs to be found. Experiments with N‐terminally 
truncated Bod1 show that Bod1 lacking T95 can still bind to Ndc80Bonsai, albeit not as well as 
wild type Bod1. If this finding can be confirmed by narrowing down the region in Bod1 that 
fully abolishes Ndc80 binding, an interaction of both PP2A and Hec1 with Bod1 is formally 
conceivable. To test if both proteins can bind Bod1 at the same time, it might be possible to 
measure Bod1‐PP2A binding in the presence of various concentrations of recombinant Ndc80. 
If both proteins can bind at the same time, Ndc80 should not be unable to outcompete PP2A 
for Bod1 binding. 
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Chapter	VI:	Discussion	and	Future	Directions	
Depletion of the kinetochore protein Bod1 causes a severe biorientation defect in 30% of cells 
after 48h siRNA treatment (Porter et al., 2007). Bod1‐depleted cells have trouble recovering 
from monopolar spindles (Porter et al., 2007), similar to what is observed in cells lacking 
Aurora B activity (Lampson et al., 2004), and the balance of phosphorylation at their 
kinetochores is considerably disturbed (Porter et al., 2007; Porter et al., 2013).  
Bod1	can	fine‐tune	kinetochore	phosphorylation	by	regulating	PP2A‐
B56	
The data presented in this thesis demonstrated that Bod1 could, in HeLa cells (Figure 3. 1) and 
in vitro (Figure 3. 7), interact with PP2A‐B56, a phosphatase that antagonises protein 
phosphorylation at the outer kinetochore (Foley et al., 2011). This provides an explanation for 
the phospho‐imbalance at the kinetochore upon Bod1 depletion as the interaction of the two 
kinetochore proteins Bod1 and PP2A was essential in the prevention of chromosome 
misalignment in HeLa cells (Figure 3. 3). Additionally, our finding that Bod1 could inhibit PP2A 
activity (Figure 3. 2) provided a biochemical mechanism for this essential function of Bod1. 
These data strongly support the hypothesis that Bod1 assists chromosome biorientation by 
regulating PP2A‐B56 at mitotic kinetochores (Porter et al., 2013).  
In vitro production of recombinant PP2A holocomplexes has been described as extremely 
challenging (Cho and Xu, 2007; Janssens et al., 2008). Despite these difficulties, a method for 
semi‐recombinant assembly for PP2A‐B56 is described in Chapter III. The resultant complex 
was not only stable enough to perform subsequent in vitro interaction experiments, but in 
contrast to previous methods (Cho and Xu, 2007), it also retained some phosphatase activity 
(Figure 3. 8). This suggests that it might be possible to use the semi‐recombinant enzyme for 
phosphatase assays on kinetochore proteins in vitro. As discussed in Chapter III, the dynamic 
range of the phosphatase assay needs to be significantly improved. To obtain higher yields of 
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PP2A‐B56γ‐GST for providing high molar amounts of the phosphatase in an improved assay, 
further optimisation of the protein purification procedure is required. Furthermore, the 
reaction conditions might need to be optimised for the particular requirements of purified 
PP2A, such as a higher supplement of MnCl2 (Nimmo and Cohen, 1978). Once a reliable in vitro 
PP2A assay is established with the PBIP1 phospho‐peptide as a substrate, a repertoire of 
different kinetochore substrates such as phospho‐Hec1 peptides could be explored. The assay 
could also be used for determining reaction kinetics of PP2A‐B56 with and without Bod1 and 
for giving a more detailed understanding of Bod1’s inhibitory mechanism. It is unlikely that 
Bod1 acts as a classical inhibitor because of the relatively weak interaction between Bod1 and 
PP2A‐B56 in vitro. Moreover, overexpression of Bod1 does not cause any cellular anomalies, 
even when tethered to the kinetochore (data not shown). It may however act as an alternative 
substrate by decorating outer kinetochore proteins and thus acting as a decoy for PP2A‐B56 
activity. This could be an important regulatory mechanism at the kinetochore that accounts for 
the fine‐tuning of phosphorylation, especially as other small PP2A inhibitory proteins have 
been shown to act in a similar manner, called ‘unfair competition’ (Mochida, 2013). 
Bod1	regulates	multiple	phospho‐epitopes	at	the	kinetochore	
Through label‐free quantitative mass spectrometry (described in Chapter V), it was shown that 
Bod1 very reproducibly interacts with the outer kinetochore protein, and Ndc80 complex 
component, Hec1 in mitotic HeLa cells (Figure 5. 3 B). Recombinant Bod1 also directly 
interacted with the Ndc80Bonsai complex in vitro (Figure 5. 3 E). Additionally, Bod1 localisation 
to the kinetochore itself was strongly dependent on the microtubule‐binding protein Hec1 
(Figure 5. 6) even though other kinetochore components, such as Knl1 and CENPU, seemed to 
be largely unaffected by Hec1 depletion.  
Bod1 depletion significantly reduced Hec1 phosphorylation at Ser55 of its N‐terminal tail 
region (Figure 5. 5), which substantiates the importance of the interaction between Bod1 and 
the Ndc80 complex. Together with MCAK Ser92 (Porter et al., 2007) and PBIP1 Thr78 (Porter et 
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al., 2013), this is the third phospho‐epitope at the kinetochore that has been reported to be 
lost upon Bod1 depletion. Bod1 therefore seems to control the phosphorylation of a variety of 
different kinetochore proteins, all of which are implicated in the establishment of 
biorientation. Therefore, concentrating on one single protein in search of the underlying cause 
for the Bod1 phenotype will probably not prove fruitful. On the other hand, single‐site analysis 
for different proteins was established as a useful tool for dissecting the substrate spectrum 
affected by Bod1. The mass spectrometry data presented in Chapter V of this thesis might 
serve as guide in the search for other epitopes that Bod1 can protect from PP2A‐B56 activity. 
Candidates could then be tested with phospho‐specific antibodies available for kinetochore 
proteins to draw a rough map of kinetochore‐specific phosphorylation sites affected and 
unaffected by Bod1 depletion (Chan et al., 2012; DeLuca et al., 2011; Suijkerbuijk et al., 2012; 
Welburn et al., 2010). A comprehensive list of PP2A‐B56 substrates at the kinetochore would 
also be valuable in estimating the extent of potential Bod1 targets, although they might only 
partially overlap. The best approach for this would probably be quantitative phospho‐
enrichment mass spectrometry in the presence and absence of PP2A‐B56 in nocodazole‐
arrested mitotic cells. 
Hec1 directly binds microtubules and charge modification of its N‐terminal tail severely 
disturbs mitotic progression in vertebrate cells. If nine Aurora B target sites, including S55, are 
changed to a phosphomimetic aspartate (Hec1‐9D), end‐associated attachments drop by 60% 
compared to control cells in late prophase (Guimaraes et al., 2008). If a neutral charge is 
substituted (Hec1‐6A), cells exhibit an increase in merotelic attachments with 40% of cells 
showing attachment defects in metaphase compared to 10% in control cells (DeLuca et al., 
2006). Hec1 affinity for microtubules decreases incrementally with the number of phospho‐
mimetic residues that are introduced into the N‐terminal tail (Zaytsev et al., 2014). Another 
Bod1‐target, MCAK, is also phosphorylated by Aurora B on multiple sites, all of which 
contribute to promote chromosome alignment (Andrews et al., 2004). It would be very 
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interesting to quantify the effects of Bod1 depletion on kinetochore proteins such as MCAK 
and Hec1 that are phosphorylated on multiple sites to cooperatively change their behaviour. 
However, using antibodies against different phosphorylation sites, or even quantitative 
analysis of the phosphorylation sites by mass spectrometry might not suffice to accurately 
reflect the effective binding capacity of Hec1. This is because cooperative binding on each 
microtubule binding site at the kinetochore is determined by the individual phospho‐profile at 
that particular site. However, it is possible to characterise the binding properties of Bod1‐
depleted kinetochores themselves as a functional readout of protein phosphorylation. 
Towards this, experiments to determine kinetochore microtubule dynamics in vivo have been 
used previously. For example, cells that contain Hec1 with unphosphorylatable N‐termini 
display severe defects in microtubule flux (DeLuca et al., 2006). It would thus be informative to 
test whether Bod1 depletion can influence (+) end dynamics of kinetochore microtubules. For 
example, this could be tested by using cells stably expressing photoactivatable tubulin‐GFP and 
measuring the kinetics of fluorescence dissipation after photoactivation in the presence and 
absence on Bod1 (Mitchison, 1989).  
Bod1’s	regulatory	activity	is	an	early	mitotic	event	
Close examination of the interaction between PP2A‐B56 and Bod1 in Chapter III revealed that 
their interaction was heavily dependent on Bod1 phosphorylation at T95. For this reason, a 
Bod1 T95‐specific phospho‐antibody was generated in sheep and extensively characterised 
(described in Chapter IV). The fact that this antibody reacted with intracellular Bod1 in fixed 
HeLa cells when used for immunofluorescence staining, enabled the spatio‐temporal 
investigation of this phosphorylation event in cells (Figure 4. 5). This revealed that 
phosphorylation of this residue coincides with the temporal window at which PP2A‐B56 
localises to kinetochores (Foley et al., 2011): Bod1 is strongly phosphorylated at T95 in 
prometaphase and phosphorylation drops in metaphase, although it does not disappear 
completely. Phosphorylation is high in cells arrested with monopolar spindles using STLC and 
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maximal in cells with unattached kinetochores, generated by nocodazole treatment (Figure 4. 
7). PP2A‐B56 antagonises Aurora B activity in early mitosis and allows for stabilisation of 
kinetochore‐microtubule interactions by dephosphorylating outer kinetochore proteins; 
thereby increasing their affinity for microtubules (Foley et al., 2011). To prevent premature 
stabilisation of incorrect kinetochore‐microtubule attachments, the balance of the kinase‐
phospahatase antagonism needs to be slightly in favour of the kinase at immature 
kinetochores that have not fully established a bioriented state (Salimian et al., 2011). Apart 
from spatial regulation of Aurora B kinase (Andrews et al., 2004; Fuller et al., 2008; Liu et al., 
2009; Welburn et al., 2010), regulation of PP2A‐B56 by Bod1 would provide a good mechanism 
for tipping this balance. The finding that PP2A‐B56 localisation to the kinetochore and Bod1 
T95 phosphorylation at the kinetochore coincide trough the course of mitosis supports such a 
model. 
Bod1 T95 phosphorylation peaked in prometaphase (Figure 4. 5), which suggests that PP2A‐
B56 regulation by Bod1 is most efficient at this stage of mitosis. This finding necessitates a 
closer look at the early events in the development of the characteristic biorientation defect in 
Bod1‐depleted cells. To fully characterise the aetiology of this phenotype, spindle assembly 
and initial kinetochore‐microtubule attachments from early prophase should be examined 
more closely. The generation of a pan‐specific Bod1 antibody that works in 
immunofluorescence enables monitoring of endogenous Bod1 protein levels in intact cells for 
the first time. In the future, this antibody will be useful to identify prometaphase cells 
depleted of Bod1 to address questions about the early events in the development of Bod1‐
related biorientation defects, before chromosome misalignment develops. 
Bod1	depletion	compromises	error	correction	mechanisms	
Out of a number of different causes for the development of chromosome misalignment (Figure 
6. 1), two will be discussed in detail that might pertain to Bod1‐depleted cells. (i) One 
possibility is that Bod1‐depleted cells could have a general impairment in forming end‐on 
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kinetochore‐microtubule attachments, as has been reported for both the Ndc80 complex (Cai 
et al., 2009; DeLuca et al., 2005) and PP2A‐B56 depletion (Foley et al., 2011). (ii) Alternatively, 
a low phosphorylation profile in early mitosis as observed in Bod1‐depleted cells may 
compromise error correction in cells that are overwhelmed by syntelic attachments, similar to 
Aurora B‐deficient cells (Hauf et al., 2003).  
 
FIGURE	6.	1	DIFFERENT	CAUSES	FOR	CHROMOSOME	ALIGNMENT	DEFECTS	IN	VERTEBRATE	CELLS	
Six causes of chromosome alignment defects are shown (black) with examples of proteins that are 
causative for these defects with relevant citations (blue). Examples (i) and (ii) are discussed further in 
the text. As Bod1‐depleted cells have no (iii) checkpoint or (v) kinetochore capture defects (Porter et al., 
2007), these options can be excluded as causes for the biorientation defect. (iv) Microtubule motor 
defects are phenotypically distinct from the Bod1‐depleted cells, with much fewer chromosomes failing 
to align on the metaphase plate (Levesque and Compton, 2001; McEwen et al., 2001). (vi) Loss of spindle 
pole integrity is observed in some but not all Bod1‐depleted cells. This phenotype might thus be 
secondary to the development of the Bod1 phenotype, not causative. This has been described for other 
kinetochore proteins (Mattiuzzo et al., 2011). 
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Bod1‐depleted	cells	can	establish	end‐on	attachments	
Disruption of the Ndc80 complex and PP2A‐B56 both cause loss of end‐on attachments. The 
Ndc80 complex constitutes part of the primary end‐on binding site from yeast to man 
(Cheerambathur et al., 2013; Cheeseman and Desai, 2008; Guimaraes et al., 2008; Maure et 
al., 2011). It is therefore not surprising that depletion of Hec1 and Nuf2 removes end‐on 
microtubule binding (DeLuca et al., 2005). Similarly, if Hec1 is sterically inhibited from binding 
microtubules, this also causes increased lateral attachments (DeLuca et al., 2006; Mattiuzzo et 
al., 2011). In B56‐depleted cells, most misaligned chromosomes associate with the microtubule 
walls rather than the (+) ends, consistent with increased phosphorylation of outer kinetochore 
proteins that prevents them from forming end‐on attachments (Foley et al., 2011).  
Since Bod1 interacts with both of these protein complexes, it is reasonable to ask whether its 
depletion, too, impairs end‐on attachment formation. If some kinetochores cannot form end‐
on attachments and still congress to the metaphase plate by means of (+) end directed motor 
proteins such as CENPE (McEwen et al., 2001; Schaar et al., 1997; Wood et al., 1997), their 
unattached kinetochores would activate the spindle assembly checkpoint leading to a 
prolonged metaphase arrest and, eventually, cohesion fatigue and cell death (Stevens et al., 
2011). It was originally assumed that biorientation preceded chromosome congeression 
(Maiato and Sunkel, 2004). This has been subject to debate, as more recent studies 
demonstrate, that chromosomes can align on the metaphase plate without having achieved 
biorientation (Kapoor et al., 2006). In fact, chromosome congression can take place in the 
complete absence of microtubule attachments, provided that poleward‐directed 
motorproteins are depleted and cannot carry the chromosomes away from the metaphase 
plate (Cai et al., 2009).  
The spindles of Bod1‐depleted cells do contain some laterally attached chromosomes and their 
arrest is checkpoint‐mediated (Porter et al., 2007). Most kinetochores, however, are attached 
end‐on (Porter et al., 2007). And most importantly, the lateral attachment model does not 
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explain the increase in syntelic attachments observed in Bod1‐depleted cells. Furthermore, for 
a general attachment defect like this, more than 30% of cells would be expected to show the 
phenotype, particularly as immunoblot analysis of a cell population shows Bod1 protein 
depletion efficiencies around 90% following siRNA treatment (Porter et al., 2007).  
Bod1‐depleted	cells	are	unable	to	correct	syntelic	attachments	
According to the spatial separation model, the competency for correcting attachment errors 
depends on the efficiency of Aurora B phosphorylation. High efficiency results in 
destabilisation of attachments, low efficiency supports kinetochore‐microtubule interactions 
(Cheeseman et al., 2006; DeLuca et al., 2006; Guimaraes et al., 2008; Welburn et al., 2010). 
PP2A‐B56 hyperactivity in Bod1‐depleted cells would cause a low efficiency of Aurora B‐
mediated outer kinetochore phosphorylation early in prometaphase, leading to a lower 
probability of attachment destabilisation.  
Bod1‐depleted cells usually contain at least one unattached kinetochore, which explains SAC 
activation. This might be indicative of slower kinetics of the destabilisation of microtubule 
attachments in Bod1 depleted cells compared to control cells causing a significant delay in 
mitosis. This hypothesis is supported by the higher incidence of syntelic attachments in Bod1‐
depleted cells and their difficulties responding to an artificial increase in such attachments by 
monastrol treatment (Porter et al., 2007).  
Hypothetical	model	for	the	role	of	Bod1	in	attachment	error	correction	
at	the	outer	kinetochore	
A hypothetical model to integrate the findings of this thesis with previous results on the roles 
of other molecular players of the error correction machinery (such as: Hec1, Knl1, BubR1, Plk1, 
Aurora B, PP2A, and PP1) is presented in the following. 
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Priming	the	kinetochore	for	error	correction	
In late G2, Aurora B kinase activity picks up through auto‐phosphorylation of Thr‐232 (Yasui et 
al., 2004). This enables it to phosphorylate kinetochore substrates such as Mps1 (Saurin et al., 
2011) and Knl1 (Liu et al., 2010; Welburn et al., 2010). When the Ndc80 complex is recruited to 
the kinetochore in prophase (Gascoigne and Cheeseman, 2013) (Figure 6. 2 A), it can be 
phosphorylated at its N‐terminus (DeLuca et al., 2011) and activated Mps1 can bind to the 
Hec1 calponin homology domain (Martin‐Lluesma et al., 2002; Nijenhuis et al., 2013). Mps1 
phosphorylation of Knl1 on its MELT repeats recruits Bub3 (Shepperd et al., 2012) which in 
turn promotes BubR1 recruitment via the GLEBS motif in BubR1 (Taylor et al., 1998). BubR1 is 
phosphorylated by Plk1 to recruit PP2A‐B56 to kinetochores (Suijkerbuijk et al., 2012) in early 
prometaphase (Figure 6. 2 B). PP2A can then antagonise Aurora B in phosphorylating the Knl1 
N‐terminus at the SSILK and RVSF motifs (Nijenhuis et al., 2014), which relives the Aurora B‐
mediated inhibition of PP1 recruitment (Liu et al., 2010). 
 
FIGURE	6.	2	PRIMING	THE	KINETOCHORE	FOR	ERROR	CORRECTION	
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Error	correction	in	prometaphase	
In control cells, PP2A‐B56 activity is modulated by Bod1 at unattached kinetochores which 
moderates the amount of phosphatase activity towards the microtubule binding sites at the 
outer kinetochore, keeping the majority of sites phosphorylated as long as biorientation is not 
achieved (Figure 6. 3 A‐D). The findings in this thesis indicate that this depends on PP2A, but 
whether this is a direct effect or else indirectly influences PP1 recruitment cannot be 
concluded. Amphitelic microtubule attachments result in intrakinetochore stretch (Maresca 
and Salmon, 2009) concomitant with a microtubule‐dependent conformational change in the 
Hec1 complex (Varma et al., 2012).  
 
FIGURE	6.	3	ERROR	CORRECTION	IN	PROMETAPHASE	
This could provide a mechanism for relief of PP2A inhibition by Bod1 upon microtubule 
attachment, for example by spatial separation of Knl1‐bound PP2A‐B56 and its Hec1‐bound 
inhibitor Bod1 (Figure 6. 3 E). At the same time Bod1 is dephosphorylated and its effectivity as 
an inhibitor drops. Full activation of PP2A results in a net drop of RVSF phosphorylation as the 
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phosphatase activity surpasses Aurora B kinase activity, thus allowing steady recruitment of 
PP1. PP1 fully dephosphorylates outer kinetochore proteins upon chromosome alignment 
(Figure 6. 3 F). 
Prometaphase	without	Bod1	
In Bod1‐depleted cells, PP2A‐B56 is fully active at the start of prometaphase (Figure 6. 4 A). 
This results in early recruitment of PP1 and dephosphorylation of the outer kinetochore 
(Figure 6. 4 B and C). The dephosphorylated kinetochore proteins stably bind to microtubules 
(Figure 6. 4 C and D, red circles), impairing error correction in prometaphase. It can further be 
speculated that lack of intrakinetochore stretch (Porter et al., 2013) fails to promote an Ndc80 
conformational change. This could lead to retention of Mps1 in the vicinity of Knl1 which could 
explain that PP2A (Porter et al., 2013) and checkpoint proteins (Porter et al., 2007) are 
continually recruited to the kinetochore (Figure 6. 4 D). The cells are maintained in a 
checkpoint‐mediated arrest and fail to progress through mitosis. 
 
FIGURE	6.	4	PROMETAPHASE	WITHOUT	BOD1	
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This hypothetical model incorporates the findings of this thesis, but also speculates on the 
potential impact of these findings on molecular components of the error correction machinery 
that have not yet been tested, such as PP1 and Mps1. To validate this model, these remaining 
gaps need to be addressed. PP1 recruitment to the kinetochore and its activity could be 
assessed using immunofluorescence staining and biochemical methods. It would be very 
interesting to address the localisation of Mps1 in Bod1 depleted cells and to probe the 
phosphorylation status of the MELT repeats. Alternatively, Knl1 could be immunoprecipitated 
from Bod1 depleted cells and the continued activity of Mps1 could be assessed indirectly by 
immunoblotting for the co‐precipitation of Bub3 and BubR1. If Mps1 activity is continued, 
Bub3 should co‐precipitate with Knl1 in Bod1‐depleted cells.  
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Conclusion	
Bod1 is an essential part of the outer kinetochore phospho‐regulatory network in early mitotic 
stages of vertebrate cells. Data presented in this thesis support the hypothesis that Bod1 
regulates PP2A‐B56 at mitotic kinetochores. This places Bod1 alongside a number of small 
PP2A inhibitory proteins discovered in recent years, including the mitotic regulators Arpp‐19 
and Ensa (Gharbi‐Ayachi et al., 2010; Mochida et al., 2010), the oncoprotein CIP2A (Cancerous 
Inhibitor of PP2A) (Junttila et al., 2007) and the putative oncogene I2PP2A/SET (Inhibitor 2 of 
protein phosphatase 2A) (Li et al., 1995). Together, these small proteins constitute regulatory 
mechanism for cellular activity of phosphatases, enzymes that were previously thought of as 
poorly regulated and promiscuous.   
Furthermore, the experiments described in this thesis substantiate a model according to which 
Bod1 is indispensable in mammalian cells to allow for the correction of syntelic attachment 
errors. These types of attachment defects predestine cells for erroneous mitosis that can lead 
to aneuploidy and cell death (Gordon et al., 2012). Understanding the molecular machinery 
that prevents these types of attachment errors will help shed light on mechanisms of cell 
division‐related conditions such as cancer progression, developmental disorders, and 
miscarriages. In fact, a homozygous point mutation in the human BOD1 gene co‐segregates 
with mental retardation (Iain Porter and Sahar Esmaeeli‐Nieh, unpublished data). This work 
highlights the importance of understanding the role of small regulatory proteins like Bod1 in 
order to obtain a complete understanding of the molecular mechanisms underlying 
chromosome segregation.    
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